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植物花序线粒体内的 AOX 进行分析，以探索 AOX 蛋白的翻译后修饰与花柱发
育过程中 AOX 的活性可能存在的联系。另外，通过 BN-PAGE 技术和免疫检测
手段，研究 Arum maculatum 花序线粒体的超分子蛋白复合体的构成，为进一步
揭示 AOX 功能的调控提供依据。获得的结果主要如下： 
1. 成功分离了 β 阶段、γ 阶段、δ 阶段的 A.maculatum，δ 阶段 S.guttatum，D. 
vulgaris 佛焰花序的线粒体；建立了针对线粒体内 AOX 较为稳定的 2-DE 和
Western Blot 体系；首次发现随着佛焰花序的发育，AOX 出现了 pI 的变化，推
测与该蛋白的翻译后修饰相关，是花序发育过程中 AOX 活性调控的方式之一；
而 AOX 单体和二聚体之间的转化，是 δ阶段花序内 AOX 活性调控的主要方式。 
2. 建立了产热植物佛焰花序线粒体的 BN-PAGE 和 2D-BN-PAGE 体系，发现
a) 产热植物在 δ阶段花序线粒体中蛋白复合体V的数量较非产热植物有所减少，
推测为 AOX 抑制了主呼吸链活性，从而减少了 ATP 合成酶的数量。b) 小部分




















Oxidative phosphorylation is a metabolic pathway that supplies energy to 
metabolism, as the electron transport chain and oxidative phosphorylation processes 
take place on the inner mitochondrial membrane. Different from animal, plant 
mitochondria has more oxidases besides cytochrome oxidase in electron transport 
chain. The most important one is alternative oxidase (AOX)——the terminal oxidase 
of the alternative pathway，which can be found universally in all plants, fungi and 
parasites，especially in the spadices of Araceae. As a member of the di-iron 
carboxylate protein family, AOX can be regulated by the transformation of the 
oxidized dimmer and reduced monomer. Depending on the developmental stage and 
environment, the function of AOX is various, hence it provide a flexible option for the 
metabolism. To explore the relationship between the post-translational modification of 
AOX and the developmental stages of spadix, we use 2-DE and Western Blot in our 
experiments. We also identified the protein complexes in mitochondria from the 
spadices of Arum maculatum (δ-period) to get a better understanding of the regulation 
of AOX. The main results are as follows: 
1. Mitochondria of the spadices form A. maculatum (β、γ、δ-period) and Sauromatum 
guttatum，Dracunculus vulgaris (δ-period) were isolated. Investigations based on 
2-DE and Western Blot revealed that the pI of AOX changed regularly as the spadix 
developmental stage changed, which can be explained by post-translational 
modification of the protein.  
2. The protein complexes of mitochondria from the spadices of A.maculatum 
(δ-period) were separated by BN-PAGE and 2D-BN-PAGE, which differed to the 
non-thermogenic plants: a) Complexes V were detectable but of low abundance, 
which should be explainable as the fully control of AOX in respiration in spadices 
(δ-period) caused the inhibition of ATP synthase. b) a small amount of AOX were 
observed to form protein complexes with the subunits of complex II, but the rest of 















complexes is assumed to compete against cytochrome axidase to get more electrons. 
 
 


















AOX Alternative Oxidase 交替氧化酶
ATP Adenosine triphosphate 三磷酸腺苷
A Arum maculatum 斑叶阿若母
BB  Bromphenol blue 溴酚蓝
BSA Bovine serum albumin 牛血清蛋白
BCA Bicinchoninic acid 二辛可宁酸







DDM n-Dodecyl-β-D-Mal Toside 十二烷基麦芽糖苷
D Dracunculus vulgaris 掌叶斑龙
ddH2O Deionized distilled water 去离子蒸馏水
2-DE 2-Dimensional electrophoresi 双向电泳
DTT Dithiothreitol 二硫苏糖醇







Hr  Hour 小时
IEF  Isoelectric focusing electrophoresis 等电聚焦电泳



















NADH Nicotinamide adenine dinucleotide 
烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸
OD Optical density 光密度
OXPHOS Mitochondrial oxidative phosphorylation system 氧化磷酸化系统




pI Isoelectric point 等电点
PMSF Phenylmethysulfonyl Fluoride 苯甲基磺酰氟
ROS Reactive oxygen species 活性氧
rpm Revolution per minute 每分钟转数
S Sauromatum guttatum 
SDS-PAG
E 





TEMED N, N, N', N' -Tetramethylethylenediamine N, N, N', N' -四甲
基乙二胺
V Voltage 伏特
Tirs Tris hydroxymethyl aminomethane 三羟甲基氨基甲烷























1.1 线粒体 OXPHOS 系统 


































图 1-1 植物 OXPHOS 系统（引自 Rasmusson A. 2008） 






































































现，如 Trypanosoma brucei，Cryptosporidium parvum 等。它定位于线粒体内膜，
属于一种跨膜的双铁离子羧基蛋白，Fe2+是其活性中心的金属[20]。它从细胞色素
途径的辅酶 Q 分岔，接受从还原型泛醌释放的 4 个电子，还原 2 个氧分子，催
化生成 2 个水分子，此过程中不伴随质子的跨膜传递。和细胞色素氧化酶一步完
成 4 个电子传递给氧并生成水不同，AOX 铁中心的二价铁离子有可能先生成三
价或四价铁离子，再与氧结合使之还原成水。当主呼吸链抑制剂（例如抗霉素 A
和氰化物）存在时，电子传递可通过交替氧化途径继续进行，传递给 AOX 和
O2，而不会被阻断。在完整细胞和植物组织中，AOX 蛋白对 O2 的 Km 值约为
10－25μmol/L 或更高[21]；在分离的线粒体中，AOX 蛋白对 O2的 Km 值约为 10
－20μmol/L[22]。关于 AOX 蛋白的分子量，分别有 29kD、32.5kD、34kD、35kD、
36kD、37kD 和 39kD 等一系列报道[23]。 
由于分离高纯度有活性的 AOX 较为不易，通过物理学方法如 X－射线晶体
学来获得 AOX 蛋白的三级结构还有一定困难，因此对它的认识十分有限。AOX
二级结构模型主要以其 DNA 序列为基础，Siedow[24]等提出的 SUM 模型和经








（如C. albicans），以及拟南芥（Arabidopsis thaliana）、烟草（Nicotiana Tabacum 
L.）、芒果（Magnifera indica L.）、大豆（Glycine max L.Merr）、豌豆（Phaseolus 
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